Rap1GAP属于GTP酶激活蛋白（GTPase-activating proteins, GAP）家族，使Rap1由结合GTP的活性状态转化为结合GDP的非活性状态，进而调节下游信号通路的活化。许多研究表明Rap1GAP能够影响肿瘤细胞的增殖、分化、凋亡及侵袭，可能参与恶性肿瘤的发生、发展[@b1]--[@b3]。Rap1GAP对不同的肿瘤细胞转移侵袭能力的影响存在不同的报道。有研究报道Rap1GAP抑制黑色素瘤细胞、胰腺癌细胞体外跨膜能力；而在鳞状细胞癌的研究中却发现Rap1GAP可促进鳞状细胞癌的侵袭能力，和鳞状细胞癌患者的预后密切相关；另外还有报道Rap1GAP并不影响卵巢癌细胞穿过基质胶的能力。在本实验中，我们拟通过体外及体内实验研究上调Rap1GAP表达对白血病细胞株HL-60细胞侵袭能力的影响，进而探讨Rap1GAP在白血病发病过程中的作用。

材料和方法 {#s1}
==========

1．细胞株及试剂：空载体转染的Venus/HL-60细胞（空载体对照组）、Rap1GAP过表达单克隆细胞株Rap1GAP/HL-60(R1、R2)细胞分别用含10％胎牛血清（FBS）的IMDM培养基于37 °C、5% CO~2~、饱和湿度的培养箱中培养。Matrigel及Transwell小室为美国BD Biosciences公司产品。Taq酶、M-MLV逆转录酶均购自美国IBM公司。抗Rap1GAP兔抗人单克隆抗体购自美国Santa Cruz公司。4周龄BALB/c雄性裸鼠购自上海斯莱克实验动物有限责任公司\[合格证号：SCXK（沪）2007-0005\]。

2．引物：Rap1GAP、MMP-9及内对照β-actin基因引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成，并经聚丙烯酰胺凝胶电泳（PAGE）纯化。Rap1GAP正义链5′-CAGAGGAGGACTACATTCCATACCCG-3′，反义链5′-CCAACTTTGCCATCTGGACAACATTA-3′，产物大小为411 bp。β-actin正义链5′-AGGCCGGCTTCGCGGGCGAC-3′，反义链5′-CTCGGGAGCCACACGCAGCTC-3′，产物大小为245 bp。MMP-9正义链5′-GCTGGGCTTAGATCATTCCTCA-3′，反义链5′-AGGGCGAGGACCATAGAGGT-3′，探针序列5′-CCCGGCCTTCTGTTCCTGATAAACCC-3′。

3．采用实时定量PCR检测Rap1GAP及MMP-9 mRNA表达水平：TRIzol一步法提取总RNA，逆转mRNA为cDNA，采用美国MJ Research公司OpticonTM2荧光定量PCR仪检测。25 µl的反应体系包括cDNA 3 µl、10 µmol/L引物各0.5 µl、探针0.3 µl、TaqMan通用PCR Mastermix 12.5 µl及灭菌水8.2 µl。反应条件为95 °C 10 min，95 °C 20 s、56 °C 30 s、72 °C 40 s, 40个循环。以β-actin基因作为内参照，结果以2^−ΔCT^表示。实验重复3次。

4．Western blot法检测Rap1GAP蛋白表达水平：收集空载体转染细胞、Rap1GAP过表达单克隆细胞（R1、R2细胞）1×10^7^个，加入细胞裂解液（PBS中含10 g/L NP40、5 g/L脱氧胆酸钠、1 g/L SDS、1 mg/L抑肽酶、100 mg/L苯甲基磺酰氟、0.5 mg/L亮抑肽酶），提取细胞总蛋白，加入上样缓冲液煮沸后，进行Western blot检测，兔抗人Rap1GAP单克隆抗体浓度为1∶1500。

5．Transwell实验：用IMDM培养液将Matrigel按1∶10稀释，取60 µl加入8 µm孔径的Transwell小室，37 °C无菌条件下过夜风干成胶。将小室放入24孔板中，每孔下室加入0.5 ml含10%FBS的IMDM培养液。空载体对照组细胞、Rap1GAP过表达单克隆细胞（R1、R2细胞）分别以终密度2×10^5^/孔重悬于0.2 ml含10%FBS的IMDM培养液后加入上室，小室系统放入培养箱中培养24 h后，计数跨Matrigel移行到下层培养基中的细胞总数。细胞侵袭率（％）＝下室的白血病细胞数/上层白血病细胞接种数×100%。实验重复3次。

6．明胶酶谱法检测MMP-2、MMP-9活性：将空载体对照组细胞及R1、R2细胞分别以每孔2.0×10^5^个（重悬于无血清的IMDM培养液0.1 ml）接种于96孔板中，培养24 h后收获上清。将上清液移入离心管中2 000 r/min离心10 min（离心机半径5 cm），根据细胞计数调整细胞培养上清液中的蛋白浓度，与6×上样缓冲液混合。配制100 g/L分离胶和50 g/L浓缩胶，每孔15 µl上样，进行SDS-PAGE，将凝胶置于洗脱液中振荡洗脱3次，每次20 min，后置于孵育液中37 °C孵育过夜，放入染色液中摇胶1 h，摇床脱色1 h，明胶酶活性可通过在蓝色背景下溶解空白带显示，在凝胶成像仪上拍摄成灰色背景的白色条带。

7．BALB/c裸鼠白血病模型的构建：将4周龄雄性裸鼠于无菌条件下进行脾切除术，术后予青霉素腹腔注射，每只0.8万U/d，第7天给予环磷酰胺腹腔注射，每只2.0 mg/d，连续3 d后接受全身亚致死剂量照射（立式体位，照射源为^60^Co γ射线，总剂量4.0 Gy，剂量率为2.0 Gy/min）。将照射后的BALB/c裸鼠随机分为5组：空白对照组（5只，每只裸鼠由尾静脉注射0.2 ml注射IMDM液），未转染组、空载体对照组、R1组、R2组（各8只，在4 h内每只裸鼠由尾静脉注射0.2 ml含1.2×10^7^个不同细胞的IMDM液）。在层流柜中无菌饲养观察至接种后60 d。每天观察裸鼠的进食以及精神情况，记录每只小鼠的存活时间；在受鼠濒死时或60 d处死时获取胃、肝脏、肺、肾脏、脑、小肠标本进行病理学检查，RT-PCR检测裸鼠各脏器中白血病细胞Rap1GAP和MMP-9 mRNA表达水平。

8．统计学处理：采用SPSS15.0软件进行统计学分析，两组间比较采用独立样本的*t*检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．外源性Rap1GAP在HL-60细胞中的表达：实时定量RT-PCR检测显示，Rap1GAP/HL-60单克隆细胞株R1和R2细胞的Rap1GAP mRNA表达水平为空载体对照组的16.2、17.3倍，同时两者的Rap1GAP蛋白表达水平也较空载体对照组增高（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![Western blot法检测外源性Rap1GAP在HL-60细胞中的表达\
1：Venus/HL-60细胞（空载体对照组）；2、3分别为Rap1GAP过表达单克隆细胞株R1、R2细胞](cjh-36-07-570-g001){#figure1}

2．上调Rap1GAP表达对HL-60细胞体外侵袭能力的影响：体外迁移实验检测显示，Rap1GAP高表达单克隆细胞株R1和R2细胞的侵袭率分别为（55±5）%、（59±4）%，和空载体对照组\[（14±4）%\]比较，差异均有统计学意义（*P*值均\<0.001）。明胶酶谱法检测金属基质蛋白酶MMP-2和MMP-9的分泌，R1和R2细胞较空载体对照组细胞分泌更多的MMP-9，而MMP-2在两者之间差异不明显（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。实时定量RT-PCR结果显示R1和R2细胞MMP-9 mRNA表达水平增加，约为空载体对照组细胞的12.0倍。

![明胶酶谱法检测Rap1GAP过表达对HL-60细胞MMP-9和MMP-2分泌的影响\
1：Venus/HL-60细胞（空载体对照组）；2、3分别为Rap1GAP过表达单克隆细胞株R1、R2细胞](cjh-36-07-570-g002){#figure2}

3．R1和R2组裸鼠生存情况：空白对照组裸鼠注射培养液后1\~2周进食减少，体重下降，消瘦，2周后逐渐恢复进食，一般状态良好，60 d内无死亡。未转染组、空载体对照组裸鼠经尾静脉接种细胞后，同样出现1\~2周后进食减少，体重下降，消瘦，2周后渐渐恢复，但6周左右再次出现萎糜少动、进食减少、消瘦，逐渐衰竭死亡。未转染组存活时间为（44.25±2.12）d，空载体对照组存活时间为（43.62±2.32）d，两组差异无统计学意义（*P*\>0.05）。R1和R2组裸鼠发病时间提前，接种细胞后4周左右即再次出现萎糜少动、消瘦，逐渐衰竭死亡，部分裸鼠出现双下肢瘫痪。R1组存活时间为（32.00±1.85）d，R2组为（33.37±2.50）d。R1和R2组裸鼠存活时间较未转染组、空载体对照组缩短（*P*\<0.05）。

4．R1和R2组裸鼠中枢神经系统侵犯情况：空白对照组裸鼠60 d时颈椎脱臼处死后留取的各脏器组织无异常病理改变。R1和R2组裸鼠大体解剖未见胸腹腔、躯体、脏器等部位有明显肿块生长，但其中3只裸鼠出现中枢神经系统浸润，表现为双下肢瘫痪（[图3](#figure3){ref-type="fig"}），脑膜和部分脑组织出现明显白血病细胞浸润（[图4](#figure4){ref-type="fig"}），而其他脏器浸润不明显。未转染组和空载体对照组裸鼠未见胸腹腔、躯体等部位有明显肿块生长，胃、肝脏、肺、肾等脏器和组织白血病细胞浸润病理学改变不明显。R1和R2组瘫痪裸鼠脑膜组织中均检测到Rap1GAP和MMP-9基因表达，其他脏器未扩增出Rap1GAP和MMP-9基因。未转染组和空载体对照组各脏器组织均未扩增出Rap1GAP和MMP-9基因（[图5](#figure5){ref-type="fig"}）。

![白血病细胞浸润裸鼠临床表现\
A：接种Rap1GAP/HL-60细胞组裸鼠发病时消瘦，脊背隆起，部分小鼠颅顶隆起（箭头所示）；B：接种Rap1GAP/HL-60细胞组中部分裸鼠出现双下肢瘫痪（箭头所示）](cjh-36-07-570-g003){#figure3}

![裸鼠软脑膜及脑实质的白血病细胞浸润（HE染色，A：×400；B：×100）](cjh-36-07-570-g004){#figure4}

![RT-PCR扩增不同裸鼠组织中Rap1GAP及MMP-9基因\
1\~3分别为接种Rap1GAP/HL-60细胞组中发生白血病细胞脑膜浸润裸鼠脑膜组织；4\~6分别为空载体对照组裸鼠脑、肝、肠组织；7：Rap1GAP/HL-60细胞](cjh-36-07-570-g005){#figure5}

讨论 {#s3}
====

Rap1是属于Ras家族的一种小G蛋白，许多研究结果表明Rap1是拮抗还是协同Ras的作用可能取决于细胞种类。Rap1GAP是Rap1上游负性调节分子，最近许多文献报道Rap1GAP和肿瘤的发生、发展有关，能够影响肿瘤细胞的侵袭能力，既往的研究得出一些不同的结果[@b4]。在本研究中我们拟通过体内及体外试验研究Rap1GAP对白血病细胞株HL-60细胞侵袭能力的影响。

肿瘤细胞的侵袭和转移是一复杂过程，涉及到肿瘤细胞黏附、细胞外基质降解和细胞运动。Zheng等[@b3]报道Rap1GAP通过抑制integrins依赖的黏着斑形成和丝状肌动蛋白聚合来抑制黑色素瘤细胞侵袭。而Mitra等[@b5]发现Rap1GAP促进鳞状细胞癌的侵袭，侵袭能力的增强与MMP-9表达和分泌增加相关，另外高水平Rap1GAP和鳞状细胞癌预后相关，提示预后不良。基质金属蛋白酶尤其是MMP-9和MMP-2在降解细胞外基质中起到非常重要的作用[@b6]--[@b7]。在本研究中，我们发现Rap1GAP增加HL-60细胞体外迁移能力，我们进而通过明胶酶法检测到Rap1GAP高表达细胞株表现出高水平的MMP-9酶活性，而MMP-2酶活性变化不明显。我们又通过实时定量RT-PCR方法证实MMP-9酶活性的增加是由于MMP-9 mRNA表达水平的增加所致。

动物模型是研究肿瘤侵袭力的良好工具。本试验中我们对4周龄BALB/c裸鼠进行预处理，随机分组，通过尾静脉分别注射1.2×10^7^个白血病细胞，观察各组裸鼠生存状况和白血病浸润情况。我们发现R1和R2组裸鼠发病较未转染组和空载体对照组提前，生存期显著缩短。R1和R2组共有3只裸鼠出现中枢神经系统浸润，表现为双下肢瘫痪，颅顶隆起，但裸鼠外周器官浸润并不明显。而未转染组和空载体对照组裸鼠发病时只表现为消瘦、脊背拱起、逐渐衰竭死亡，各器官、组织浸润现象均不明显。R1和R2组部分裸鼠出现中枢神经系统浸润而外周脏器浸润不明显的原因尚不清楚，Rap1GAP影响白血病细胞侵袭能力的具体机制有待进一步研究。

肿瘤细胞的侵袭转移包括肿瘤细胞通过表面受体和细胞外基质发生黏附，随后肿瘤细胞分泌蛋白水解酶降解周围细胞外基质，进而肿瘤细胞在趋化因子诱导下定向运动，上述步骤密切配合、不断重复，使肿瘤细胞发生远处转移。Rap1GAP可以通过Rap1-integrin影响肿瘤细胞的黏附和运动。Rap1影响细胞黏附能力的作用是双向的，基础的Rap1活性对于细胞间的紧密连接非常重要，抑制肿瘤的转移，而外源性表达SPA-1减弱Rap1活性致使细胞脱离细胞外基质[@b8]--[@b9]，利于肿瘤细胞的转移，因此Rap1GAP对肿瘤细胞侵袭力的影响也是双向复杂的。肿瘤细胞降解细胞外基质的蛋白水解酶中基质金属蛋白酶类和肿瘤侵袭转移能力密切相关[@b10]，本试验结果显示Rap1GAP可提高HL-60细胞侵袭能力，同时伴随MMP-9 mRNA表达水平增高，裸鼠体内试验亦证实Rap1GAP提高了HL-60细胞体内侵袭力，但是目前并不能确定Rap1GAP是否通过促进MMP-9表达而增加了HL-60细胞的侵袭力；另外Rap1GAP促进MMP-9表达的意义也不清楚，如是否涉及造血细胞向髓外释放，是否和急性白血病患者的预后相关等；因此Rap1GAP对急性白血病细胞的功能及作用还需要进一步研究。

综上所述，我们通过体内及体外实验证实上调Rap1GAP表达可增强HL-60细胞的侵袭能力，动物模型显示裸鼠发病时间提前，生存期缩短，甚至出现中枢神经系统浸润。Rap1GAP能够通过Rap1-integrin影响肿瘤细胞的黏附和迁移，Rap1GAP也可能通过基质金属蛋白酶类影响肿瘤细胞对细胞外基质的降解，我们认为Rap1GAP对肿瘤细胞的作用是细胞种类特异性的，具体的机制值得进一步研究。

[^1]: 邱婷婷（现在徐州医学院附属医院血液科221002）
